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Beichreibung 

Die Erfmdung betrifh eine makronioletelsrf wasserl&slidie Verbindung als Blutersatz bd Ldsung oder 

Suspension in Wasser, ein Verfahren zur Heritetiung einer soldien makromolekiilaren wasscrlddichcn Verbin- 
5 dung sowie ein Mittel zur Verwendung ak Blutersatz oder Blutstrecker zum Verabretclien an Menschen- oder 

tlerpatienten in Fo|in einer w&OHgen L&sung oder einer Suspension eines wasserI5slidien makromolekularen, 

Sauerttoff transporderenden Stoffes. 
W^en der sdmell stdgenden Bedarfs an Bhit mit der Ausweitiing von niedizinischen Bdtandlungen besteht 

ein Bedaif zur Entwicklung von Blutersatz und zum ©ffeklivsien Gebrauch von vcrfOgbaren Blutvorrfltea 
10 Dieser Bedarf besteht sowohl in Bereidien, in denen fortgeschrittene medizinische Behandlungsmetboden 

prakUziert werden. als audi in Berdchen, in denen kostspielige Einrichtungen zur Bhitkonservierung und 

'typisierung nicht verfdgbar sind 
Die verschiedensten Substanzen sind schon als Bluiersatt vorgcschlagen worden, beispielsweise Dextrangela- 

lin, PolyvinylpyrroDdon und Perfluor-Verbindungen wie PcrfluortributylanmL Diese haben entweder unbefrie- 
15 digende Sauersto^indedgenschafteh oder unerwQnschte oder unbekannte Nebeneffekte. G. Ya. Rozenberg 

beschreiben in ProbL GemtoL Pereliv. Krovi 1970, 15(4X S. 12-20 Blutereatzstoffe wie Dextran und modifizier- 

tes H&moglobin 

H&mogIobinl5sungen sind ebenfalls versucht worden. Hftmoglobin ist ein komplexes Proteinmaterial, das 
EisenmolekOle enthftlt, welche einen GroBteil von roten Blutk6rperchen bei ^u-beltieren bildea Die Verwen- 
20 dung einer H&moglobinldsung anstelle von Blut flberwindet das Blutgruppenproblem. Hemoglobin ist einfacher 
als Blut zu lagem. Hftmoglobtn iBBt sich von Blut (tierisch oder mensdilich) isotieren imd zur Konservierung viel 
linger als Blut gefriertrocknen. 

HOmoglobin wird jedoch schneU aus der Niere im Urin vom kranfcen Patienten ausgeschieden. HauFige 
massive Transfusionen von H&moglobin]6sung mOssen deshalb crfolgen, und das hohe MaB an Ausscheidung 
25 stellt eine potentieUe Gefahr fQr Patienten mit vorher bestehender Nierenerkrankung dar. Es ist beriditet 
worden, daB die Halbabgangszeit aus dem Kreislauf von durch Transfusion verabreichtem Hftmoglobin nur 
anderthalb Stunden bei Affen betrfigt 

Die schnelle Ausscheidung von Hemoglobin bei Verabretchung als Ldsung dOrfte mindestens teilweise auf 
sein Moiekulargewicfat zurOckzufOhren sein. Hemoglobin hat ein Molekulargewicht von etwa 65.000, was 
30 offenbar nicht lK>ch genug ist, um dessen Beibehaltung im Kreislaufsystem fOr eine angemessene Zeitdauer zu 
ermdglichen, wenn es getrennt von roten Blutkdrperchen und Plasma zugefOhrt wird 

Aufgabe dieser ErTmdung ist es, einen Blutersatzstoff zu schaffen, dessen reversible Sauerstofftransportfahig- 
keit mit der von an rote Blutkdrperchen gebundenem Hemoglobin vergleichbar ist, dessen Molekulargewicht so 
hoch ist, daO die Verweibceit im Kdrper von Menschen oder Tieren verlengert ist, und das biologisch vertregHch 
35 ist 

Diese Aufgabe wird gelOsi durch die makromolekulare wasserldsliche Verbindung gcmafi Anspruch I. das 
Verfahren zur Herstellung einer makromolekularen wasserldsHchen Verbindung nach Anspruch 2 und das 
Mittel zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker nach Anspruch 3. 
Die erfindungsgem&Be Verbindung wird in angemessener Weise im KOrper beibehaltea Die Verbindung 
40 gemeB der Erfmdung hat eine reversible Sauerstofftransportfehigkeit und ist offensichtlich auch sonst biologisch 
akzeptabel. Das zur Herstellung der Verbindung verwendete modifizierte Dextran hat ein durchschnittliches 
Molakulargewicht von etwa 20.000 bis 275.000, wehrend die modifiziertr Hydroxyethylsterke ein durchschnittli- 
ches Molekulargewicht von etwa 20.000 bis etwa Z000.000 hat Vorzugsweise wird ein Molekulargewicht von 
etwa 20.000 bis 70.000 gewShIt Innerhalb solcher Molekulargewichtsbereiche geht eine chemische Bindung mit 
45 Hemoglobin schnell vonstatten, und die Reaktionsldsungen haben geeignete Viskositeten zur leichten Handha- 
bung. Dextrane mit einem Molekulargewicht von unter 90.000 sind als im wesentlichen nicht aUergieerzeugend 
bekannt, und sie sind deshalb zur Verwendung im erfmdungsgemeBen Zusammenhang wQnschenswert 

Das Reaktionsprodukt aus dem modifizierten Polysaccharid und Hemoglobin kann eine 1:1 -Bindung sein, 
Oder es kOnnen z. a bis zu 9 MolekOle des Hemogtobins an einem MolekOl des modifizierten Polysaccharids 
50 gebunden sein. Das kann durch die relativen Mengen an Ausgangsstoffen fOr die Umsetzung und durch die 
Kontrolle anderer Reaktionsbedingungen wie der Zeit, der Temperatur und des pH-Wertes bestimmt werden. 
Die Verbindungen gemeB der Erfindung haben Molekulargewichte im Berelch von etwa 70.000 bis Z000.000 und 
vorzugsweise im Bereich von etwa bis 135X)00. 
I^e Verbindung ist ein Hemoglobin-Polysaccharid-Komplex und kann nach ihrer Bildung in einem physiolo- 
55 gisch akzeptablen weBrigen Treger fertig zur Verabreichung an einen Patienten gewonnen oder gewonnen und 
in einem solchen Treger wiederaufgeldst werden. 

Bei dem Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemeBen Produkts erfolgt die chemisch covalente Bindung 
mindestens eines Hemoglobin-MolekQIs mit einem Polysaccharid- MolckOL Die Reaktion wird am besten in zwei 
Hauptschritten durchgefflhrt Im ersten Schritt wird ein modifiziertes Polysaccharid gebildet. das chemische 
£S Gnjppen enthait, riiii zur r.hftmisrhen Wechselwirkung mit den Seitengruppen des Hemoglobin in der Lage sind. 
Beim zweiten Schritt wird das modifizierte Polysaccharid zur Reaktion mit den Seitengruppen des Hemoglobin 
gebracht, um den covaleni gebundenen Komplex gemSB der Erfindung entstehen zu lassen. 

Beim ersten Verfahrensschrilt tritt das Polysaccharid in Reaktion mil einem Reaktionsmittel, das eine chemi- 
sche Gruppe hat, die mit den Hydroxyl-Gruppen am Polysaccharid in Reaktion tritt (z. B. Carbonsaure-. Acylha- 
65 logenid-, Alkylhalogenid-, Amido-. Hydrazin-, Isocyanat- oder Amino-Gruppen, die mit den Hydroxylgruppen in 
Gegenwari eines Aktivaiors wie Cyanogenbromid oder Perjodat in Reaktion triii). Daruberhinaus muB dieses 
Reaktionsmittel in der Lage sein, dem Polysaccharid Gruppen anfOgen zu kdnnen, die anschlieBend mit Hamo- 
. globin Oder mit einer QberbrQckenden Verbindung. die anschlieBend mit Hemoglobin in Reaktion treten kann. 
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reagieren kODnen. Methoden und Reaktionsmittel zum Modifizieren von Polysacchariden durcb chemisdie 
Umsetzung der Hydrox^giuppen sind bekannt 

Beim zwdten Verfahrensschiitt wird das modiliziene Polysacdiarid mit HSmoglobui zur Bindung damit zur 
Reaktton gebradit, und zwar durdi Reakdon von hinkdonalen Seitengruppiemngen am HSmoglobb mit den 
Gnippen, die an das modifiziene Polysacchartd im ersten Schritt angefugt worden sind. Hflmoglobin ist dn 
Protein und enth^t als funktionale Seitengruppiemngen Ammo-* PhenoK Mercapta Methybnercapto-, Intida- 
zo>,Carboxyl- und Guanidino-Oruppen,die von Aminosdurebestandteilen abgeleitet sind. 

Chemisdie Oruppea die sidi mit diesen reaktiven Proteinseitengruppierungen umsetzen kdnnen und die 
deshalb beim ersten Verfahrenssdiritt in das Po]ysacnharid eingebradit werden kOnnen, sind in der Prote^nche- 
mie bekannt — siehe z. B. Xhemical Modification of Proteins^ von Means & Freeney» herausgegeben von 
Hokien-Day, 197!, und "Advances in Carbohydrate Chemistry", Band 29, Tipson and Horten, herausgegeben von 
Academic Press, Kapitel von Kennedy Qber Polysaccharid*Derivate.Zu den Beispielen gehoren: 

Acylierende Gruppen, z. E Silureanhydrid, N-Acylimidazol. Sftureazid, N-Carboxyadiydrid, Diketen, Dialkyl- 
pyrocarbonat, Imidoester, O-Alkylisohamstoff, S-Alky]-Isohamstoff, Sulfonylhalogenid, Sulfonatester und car- 
bodiimkl-aktivierte Carboxylgruppea 

Von diesen ist bekannt, daB sie mit Aminognippen an Proteinen reagieren und oovalente Bindungen entstehen 
lassen, bei denen Acyh oder flhnliche Bindungen vorhanden sind; 

Alkylierende Gruppen, die mit Sulfhydryl- (Mercapto),Thiomethy1-, Imidazo- oder Aminognippen am Protein 
reagieren, wie z. R Halocarboxyl-, Maleimid aktivierte Vinyl-, Ethylenimin-, Arylhalogenid-Gruppen, 2-Hy- 
droxy-5-NitrobenzyJbromid, aliphatische Aldeb/d- und Ketongruppen mh Reduktionsmitteln (die mit der Ami- 
nogruppe des Proteins reagieren); 

Ester- und Amid-bildende Gruppen wie Diazocarboxylat und Carbodiimkl- und Amingruppen zusammen, die 
mit COOH am Protein reagieren; 

Disulfid-bildende Gruppen. die mit den Sulfhydrylgruppen am Protein reagieren, wie 5,5'-Dithiobis-{2-Nitro- 
benzoai)-Gruppen und Alkylmercaptangruppen (die mit den Sulfhydrylgruppen am Protein in Gegenwart von 
Oxidationsmitteln wie Jod reagieren); 

Dicarbonylgruppen wie Cyciohexandiongnippen und andere 1,2-Dikeiongruppen, die mit den Guanidino- 
gruppen von Protein reagieren; 

Diazogruppen,die mit Phenolgruppen am ProieinmolekOI reagieren; 

Reaktionsgruppen aus der Reaktion von Cyanbromid mit dem Polysacdiarid, die mit Aminogruppen am 
Protein reagieren; 

Vorzugsweise wird ein modiflziertes Polysaccharid mit Gruppen erzeugt, die mit Mercaptogruppen des 
Hemoglobin reagieren. Besonders bevorzugte Gruppen sind die Halocarboxylatgruppen. 

Spezielle Beispiele von bevorzugten Methoden zur Herstellungdes Komplexes gemSB der ErHndung sind wie 
folgt: 

Methode I: 

Das Polysaccharid (PS) wird zunflchst mit Cyanbromid CNBr zur Umsetzung gebracht, wobei sk:h ein 
aktiviertes Zwischenprodukt bildet, das mit Diaminoathan reagiert, so daB die folgende Verbindung entsteht: 

*NHa 
II 

(PS)— P— C— NH — CHaCH,— NHa 

Aminoethyl-Isoureido-Polysaccharid. 

Die Bindung zwischen der Ethylgruppe und Dextran ist mit graflter Wahrscheinlichkeit eine Isohamstoffbin- 
dung, obgleich andere Arten chemischer Bindungen nicht v61lig ausgeschlossen werden. Das auf diese Weise 
erhaltene AminoethyMsoureido-Dextran wird dann durch Bromacetylbromid acyliert, um Bromacetyl- Amino- 
ethyl-Isoureido-Polysaccharid entstehen zu lassen: 

+NH, O 

D li 

(PS)— P— C— NH— CH,CHj— NH— C— CH,— Br 



Dieses wiederum reagiert mit den Mercaptogruppen von Hemoglobin (HBX um H&moglobin-S-Acetylamino- 
ethyl-Isoureido^Polysaccharid zu bilden: 



♦NH O 

II II 
(PS)— P— C — NH — CHjCH,— NH — C — CH,— S— (HB) 
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Methode II: 

Das Polysaccharid (PS) wird zunftchst mit 2-Chlorethylamin zur Umseuung gebracht, um Aminoethyl-O-Po- 
lysaccharid zu bilden: 

(PS)-0-CH2CH2-NH2 

Ahnlich wie bei der Methode I enisteht durch eine sukzessive Reaktion mit Bromaceiylbromid und Hftmoglp- 
bin (HB) Hamoglobin-S-Acetylaminoethyl-O-Polysaccharid: 

O 

(P5)— O— CHjCHj— NH— C — CHj— S —(HE) 

Methode III: 

Das Polysaccharid (PS) wird mit Natriumperjodat zur Reaktion gebracht. um den Dialdehyd zu bilden: 

OH CHO 

/ / 
(PS) + Peijodat (PS) 

\ \ 
OH CHO 



Die Reaktion zwischen dem Dialdehyd und den Aminogruppen von Hftmoglobin (HB) ergibt H&moglobin- 
30 N-Dextran: 

OH 
I 

(PS) N— (HB) 

\ / 
C 

I 

OH 

. Durch richiige Einstelhmg der Bedingungen, unier denen das modifizierte Polysaccharid mit dem Hamoglobin 
45 zur Reaktion gebracht wird. laBt sich eine Ausbeute von mehr als 90% gebundenen Komplexprodukts erhalten, 
was die Trennungdes Produkts von RQckstand-Reaktionsmitieln unnStig macht Wenn das modifoierte Polysac- 
charid. beispielsweise N-Bromacetyl-Aminoethylisoureido-Dextran (Br-Dextran) ist, das nach der vorstehend 
Beschreibung hergestellt worden isi, kdnnen die Konzentrationen des Htooglobins und von Br-Dextran in der 
Bindungs-Reaktionsmittelldsung und die Reaktionszeit eingestellt wcrden, um Ausbeuten von mehr als 90% 
50 gebundener Produkte zu Kefem. Ene zu hohe Konzentration von Reaktionspartnem fahrt zur Gelierung der 
Reaktionsmischung und zur Bildung etnes quervemetzen Produkts mit einem flberm&fiig hohen Molekularge- 
wicht, was gew6hn]ich unerwQnscht isL Vorzugswetse wird ein Mol-VerhSltnis von Br-Dextran zu Hemoglobin 
benuut,das nahe bei 1:1 tiegt oder das unter 1 :1 tiegt. wenn ein Dextran mit hohem Molekulargewicht benutzt 
wird. Die Bildung ernes quervemetzten Produkts lafit sidi auch dordi Senken des pH-Werts unterbbden, um die | 
55 AlkyEerungsreaktion zu stoppen, oder durdi Zusetzen von Mercaptofttbanol oder pystetn. die nut dem Br-Dex- | 
tran in Konkurrenz zu den Hamo^obin-Mercaptangruppen bd der Umsetzung treten. ^| 



GO 



Herstelhing des Dextran-HUmoglobin-Komplexes | 

y 

03 g Cyanbromid wird in 3 ml Acctonitril aufgeldst und 100 ml 2%iger DextranlSsung (Molekulargewichl g 
20a000) zugcsetzt Der pH-Wert wird auf lOJB mit 1 M NaOH fOr die Dauer von 5 Mmuten gchaltea Dann 
werden 2 mJ Diammoathan zugegeben. Der pH-Wcrt wird auf 9,5 rait konzcntrierter HQ eingesteQt. und dieses 
65 ReaktionsgemisdiiaBtmanuberNachtstehea 

Das Gemisch wird grundfidj g^en destiffiertes Wasscr ^alysiert und gefriergetro^et Das gefriergetrock- 
nete Aminodextran Icann lange 21eit gelagert werden. 

Alles aktivierte Dextran. das gewonnen worden ist (1,6 bis 1 J g), wird In 50 ml ai Phosphat-Pafferi6sung, 



PS 26 46 854 



pH-Wert 7.0. aufgeldst, und 2 ml Bromacetylbromid werden sehr langsam zugegeben, und zwar unter heftigem 
UmrOhren fQr die Dauer von 2 Stunden. Der pH- Wert wird konsiant auf 7,0 durch die Zugabe von 1 M NaOH 
gehalten. Wenn die Reaktion beendet ist, wird das Gemisch grOndiich gegen desnUiertes Wasser dialysiert und 
dann gefriergeirocknet Man erhfilt 1,4 g bromiertes Dextran bzw. Br-Dextran. 

1 g Br-Dextran wird 30 ml einer 2 bis 3%igen Ldsung menschlichen Hamoglobins in 0.1 M Nalriumbicarbo- 3 
nal-Pufferlosung, pH- Wert 9^. zugegeben, und die Reaktion laBt man Qber Nacht vonsiattengehen. 

Dextran- Hfimoglobin und freies Hamoglobin werden an einer Sephadex-G-200®-Saule voneinander getrennt 
Die Ausbeute von Dexiran-HSmoglobin beirSgi 70 bis 80% des gesamten zugesetzten HSmcglobins. 

Beispiei 2 10 

Nierenausscheidung von H&moglobin und Dextran- Hi moglobin durch Ratten 

Urn die Wirksamkeit des Komplexes gemSB der Erflndung als Btutersatz zu testen. wurden 3 ml einer 2^\gtn 
pextran-Hamoglobin-Komplexl6sung. die nach Beispiei 1 hergestellt worden war, in eine Wistar-Ratte infun- 15 
diert, und die Menge an vom Her ausgeschiedenem Dextran-Hfimoglobin wurde durch Waschen der Blase mit 
einem st&ndigen Strom physiologischer Sole und durch Messen der Menge an aufgeldstem H&moglobin in der 
SpDIung als eine Funktion der Zeit geschfttzt Ein genau gleiches Kontrollexperiment wurde durchgefOhrt. auSer 
daB 3 ml einer 2%igen HamogIobinl6sung benutzt wurden. In beiden mien wurde der Himoglobingehalt 
spektrophotometrisch in Einheiten der optischen Dichte bei 415 nm bestlmmt 20 

Die Ergebnisse sind graphisch in der beigefOgten Darstellung gezeigt Es handelt sich dabei um eine graphi* 
sche Wiedei^abe der optischen Dichte. bezogen auf die Zeit fOr die jewciligen Experimente. Wie zu schen ist, ist 
die Ausscheidungsrate von Hfimoglobin viel hdher als die Ausscheidungsrate des Dextran-Hamoglobin-Kom- 
plexes. 

Dieses Experiment demonstriert, daB Dextran-HSmoglobin potentiell ein viel brauchbarerer Blutersatz als 25 
freies Hamoglobin bezOglich seiner wesentlich besseren RQckbehaltung durch das Tier gegen eine Nierenaus- 
scheidung ist 

Beispiei 3 

30 

2 g Dextran mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 1 10.000 wurden in 75 ml destilliertem Wasser 
aufgelost der pH-Wert wurde auf 103 mit 2 M NaOH eingestellt und diesem wurde 03 g Cyanbromid, aufgel6st 
in 3 ml Acetomtril, unter Umruhren bei Raumtemperatur zugesetzt Der pH-Wert wurde 5 Minuten lang durch 
Zusetzen von 2 M NaOH auf 103 gehalten. Der pH-Wert wurde dann auf etwa 2,0 bis 2,5 mit konzentrierter HCI 
eingestellt und die L6sung wurde eine weitere Minute lang umgerfihrt 3 ml Diaminoathan wurden zusammen 35 
mit zusatzlicher HQ zugegeben, um zu verhindem, daB der pH-Wert 9,5 Oberschritt Der endgQltige pH-Wert 
wurde auf 9JS eingestellt Die L6sung wurde flber Nacht bei 4'*C umgeriihrt Das entstandene Aminoethylamino- 
Dextran wurde in einem Bio-Faser-50»-Becher gegen entionisiertes Wasser dialysiert bis durch Ninhydrin kein 
freies Amin in dem Dialysat nachgewiesen werden konnte. Die dialysierte Ldsung wurde lyophilisiert um ca. 

1,6 g getrocknetes Aminoethylamino-Dextran zu liefem. Das wurde in 50 ml 0,1 M Phosphat-Pufferidsung mit 40 
einem pH-Wert von 7,0 aufgeldst und 3 ml Bromacetylbromid wurden durch eine Pasteur-Pipette mit einer fein 
gezogenen Kapillarenspitze wahrend einer Zeitdauer von 60 Minuten zugesetzt Wahrend der gesamten Zeit 
wurde die Ldsung heftig in einem Eiswasserbad umgerOhrt und auf einem pH>Wert von 6^ bis 63 mittels eines 
pH'Regelgerates durch Zugabe von 2 M NaOH-L5sung, wahrend der Zugabe von Bromacetylbromid, gehalten. 
Danacfa wurde die L&sung gegen entionisiertes Wasser dialysiert bis in dem Dialysat durch Silbemitrat kein 45 
freies Brom nachgewiesen werden konnte. Ca. 1,5 g Br*Dextran wurden bei der Lyophilisiening erhaltea Das 
Experiment wurde imter Verwendimg von anderen Dextranen mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht 
von 1 1 0.000, 70.000, 4a000 und 201000 wiederholt Der Bromgehalt der verschiedenen synthetisierten Br-Dcxtra- 
ne wurde durch Elementenanalyse bestimmt er lag im Bereich von 9— 1 1 Ghicoseresten pro Bromatom. 

Das in dieser Weise gebildete Br-Dextran wurde an Hamoglobin gebunden, indem eine vorgeschriebene 50 
Menge in 6 ml Hamoglobinldsung aufgel6st wurde (die 2,5, 5 oder 10% Hamoglobin in 0,1 M Natriumbicarbo- 
nat pH-Wert 9A enthieltX Die Reaktion wurde unter standigem Umriihren bei 4*C vonstattengehen gelassea 
Die Ausbeuten an Rcaktionsprodukten wurden durch Durdigleiten des Reatkionsgemisches durch eine Sepha- 
dex- G-i50'»-Saule mit einer 0,05 M-Pho$phat-Pu&eri6sung, pH-Wert 7 A bestimmt. Der Hflmoglobingehalt 
wurde durch Absorption bd voigesdiriebenen Wellenlangen bestimmt Die Ergd>nisse sind in TabeDe 1 ange- 55 
gebcn. 

Diese Ergebnisse zeigen,t)aB mit jedem Dextran uber 90% Ausbeuten von Reaktionsprodukt dnrdi gedgnete 
Wahl von Experhnentbedingtmgen erhalten werden kdiinen. 

Beispiei 4 go 

HersteDung von Dextran-Hamoglobin-Komplex durch Methode II 

1 g Dextran (Molekulargewicht 40.000) wtn^e grOndfich mit 1 ml Chbrethylamin ^emischt das als die obere 
Phase nach einer Zugabe konzentrierten NaOH zu Chloretbylaminbydrochlorid erfaalten wurde. Das Gemisch ss 
wurde mit 0^4 ml konzentrierten NaOH water gemiscBt in dne verschlossene Rdbre gesetzt und bei 120° C edne 
Stunde lang im Autoklaven befaandelt Dann wurde 1 ml ChlorethylanuD tmd 0,4 ml konzentrierte NaOH 
zusesetzt und das Gemiscb wurde wiedennn dne Stunde lang bei 120° im Autoklaven behandeh. Das wurde 
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noch einmal wiederholt Nach dem KOhlen wurde das Gemisch grflndlich gegen destilHertes Wasser dialysiert 
und schlieQlich in 1 1 ml OJ M Phosphat-Pufferldsung gegeben, pH-Wert 6,8. 

Diese Ldsung aus Aminoethyl-O-Dextran wurde mit langsamer Zugabe von 0^ ml Bromacetylbromtd wfth- 
rend einer Zeit von etwa einer Stunde acyliert Sie wurde gegen destilHertes Wasser grOndlich dialysiert und 
5 gefriergetrockneL 

0,1 g des gefriergetrockneien Bromacetyl-Aminoethyl-O-Dextrans wurde 1,7 ml 5% menschlichen Hamoglo- 
bins in 0,1 M Natriumbicarbonat-Pufferldsung. pH-Wert 9,5, zugesetzt und 48 Stunden lang auf 4''C gehalten. 

Die Chromatographie an Sephadex® zeigte, dafi Ober 90% des Hflmoglobins in der Form von Dextran-HSmo- 
globin gebunden war. 

10 

Beispiel 5 

Herstellung von Dextran-HSmoglobin-Komplex nach Methode III 

IS 1 ml einer 1 2%igen w&Brigen Ldsung Natriumperjodat wurde 10 ml einer 10%igen waBrigen Ldsung Dextran 
zugegeben, und das Gemisch lieB man Ober Nacht im Dunkeln bei 4**C stehen. Eine 3%ige NatriumbisulfiUosung 
wurde zugegeben, bis das Gemisch braun wurde, und dann, wiederum, farblos. Das Gemisch wurde gegen 
destilHertes Wasser dialysiert, urn die Dextrandialdehyd- Ldsung zu gewinnea £s wurden dann 2 Volumenteile 
3%igen stromafreien HSmoglobins zu 0,3 M Natriumbicarbonat-Pufferlosung, pH-Wert 9,5, zugesetzt Die 

20 Bindung von HOmoglobin an Dextran erfolgte bei 4''C Ober Nacht Der entstandene Dextran-Hanx>globin- 
Komplex wurde von nicht-gebundenem HiUnoglobin durch Chromatographie mit einer Sephadex>G-200®-Sflule 
getrennt Man erhielt eine Ausbeute von ca. 60% gebundenen Produkts. 

Beispiel 6 

25 

Nierenausscheidung von Hemoglobin und Dextran-Hflmoglobin durch Kaninchen 

MSnnliche Kaninchen mit Kdrpergewichten von 33 bis 3,5 kg wurden mit 0,1 g Natriumpotential narkotisiert 
Eine Ldsung Hemoglobin oder Dextran-Hamoglobin (Molekulargewicht von Dextran: 200.000 bis 275.000) 

30 gem^B der Erfmdung in einer Standard-Nierendialysierungs>Pufferldsung (nach Rabiner et aL, 1 967, J. Exp. Med. 
126, 1127—1142) mit einem Gehalt von 20 nCi (Mikro-Curie) ^H-Methoxyinulin, wurde in jedes Tier durch die 
Randohrader mit 1,1 ml/Minute infundiert Nach dem Infundieren der Ldsung wurde die Infusion mit der 
gleichen Geschwindigkeit mit der Pufferldsung fortgesetzt, um den urindren Ausgang beizubehalten. In Interval- 
len wurde die Blase mit drei 5-ml-Partien 03%iger Sole unter Verwendung eines Katheters Foley® No. 8 (3 ml) 

35 ausgespfllt, und nach einem Schleudem bei 3.000 g fOr die Dauer von 10 Minuten zum Entfemen eventuellen 
absetzbaren Materials wurde das aufgeldste Hemoglobin oder Dextran- Hemoglobin in den kombinierten 
SpQIungen auf der Basis der Absorption bei 576 nm bestimmt Der ^H-Inulingehalt in den kombinierten Spfllun- 
gen wurde durch Szintillationszehtung mit einer Korrektur fOr die Unterdrflckung durch Hemoglobin gemessen; 
ein Fremdstrahlungsstandard im Chicago-Mark-II-Nuklearzahler wurde zum Bestimmen der Unterdrflckung 

40 benutzt Die Plasmakonzentration von Hemoglobin oder Dextran-Herooglobin wurde zu verschiedenen Zeiten 
durch Abnehmen von Blutproben aus der Halsschlagader und DurchfOhrung von Absorptionsmessungen mit 
den Proben bei 576 nm nachSedimentierung der Erythrozyten bestimmt 

Tests wurden unter Verwendung von 50-ml- oder 30-mI-Proben von l%igem Hemoglobin oder Dextran-Ha- 
moglobin durchgefuhrt, das das Aquivalent von 1% Hemoglobin enthielt 

45 Es ist festgestellt woiiden, daB das Dextran-Hemoglobin, besonders das, das durch die Methode nach Beispiel 1 
und 3 hergesteUt worden ist, durch die Nieren in einer wesentlich geringeren Geschvondigkeit ausgeschieden 
wird und aus dem Kreislauf wesenUich langsamer entfemt wird als freies Hemoglobin, obwohl die Nierenfunk- 
tion bei den Heren, die mit Dextran-H&moglobin infundiert wurden, wie durch Inulin-Exkretion nachgewiesen, 
unbeeintr&chtigt war. Femer wurde sdtdem wiederholt beobachtet, daB bei verschiedenen Tieren und mit 

50 verschiedenen Infusionsdosierungen dieses ungleiche physiologische Verhalten von Dextran-Hemoglobin und 
frdem Hemoglobm auf die unterschiedliche Natur der Substanzen zurOckzufOhren ist, nicht auf h^endeinc 
Andening beispielswetse im Bluthaptoglobingehalt der Versuchstiere. 

Die Sauerstoffbindedgenschaften von Produkten gemeB der ErUndung werden durch die Methode von 
Benesdi et aL (1965) AnaL Biochem. 11, 81, 87 bestinunt Es bt festgestellt worden, dafi tm Vergleich zu 

55 Hemoglobin die Produkte gemeB der £rfindung dazu neigen, dne etwas grdBere Affinitet auf Sauerstoff zn 
zdgen.die essentielle Sauerstoffcransport- und Ldsefehigkeit von Hemoglobin jedocfa bewahren. Wie durdi £e 
Halbsettigimgs-Sauerstoffspannung gemessen, zeigt der Dextran-Hemoglobin-Komplex, der nadi der vome- 
bend besduiebenen Methmle I hergesteUt worden ist, dne etwa 2,5-fa^e grdBere Affinitat fur Sauerstoff im 
Vergleidi zu frdem Hemoglobin. Die Sauerstoffafftni^t des Komplexes kann durch gedgnete chendsche 

60 Behandhmg des Hemoglobins geendert werden, und zwar vor oder nach der Bindung mit dem Polysaccharid, 
beispielswdse durch Realcdon desselbennut Pyiidoxalphosphat und durch Reduktion mit Natnumborohydrid. 
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PS 26 46 854 

TabcHe 1 



Dextran %Br.Dexlran %Hfimoglobin Molverh. Reakt- Viskos. %Ausbeute 

Molekular- inReakt-m. inRcakL-m. Dextran/ zeil (mmVs) gebunden. 

gewicht SoP SoP H&moglobin (h) Produkt 



200000 333 5.0 0.21 24 35.19 96 

200000 333 5.0 0.21 48 geliert 

200000 333 23 0.43 24 936 97 

200000 1.66 5,0 (^U 24 736 92 

200000 136 5.0 0,11 48 8,47 96 

110000 333 5.0 039 24 20^ 95 

no 000 333 5,0 039 48 45,29 97 

}|0 000 333 5,0 039 72 gelien 

1 10 000 333 23 0.78 24 7,43 97 

110000 1.66 5,0 0,19 24 6,43 85 

no 000 1.66 5,0 0.19 48 739 93 

110000 1.66 5,0 0,19 72 8,07 95 

70 000 333 5,0 0.61 24 19.40 99 

70000 333 23 1.22 24 6,72 98 

70000 1.66 5.0 031 24 531 87 

70 000 1.66 5.0 031 48 6,49 94 

70000 1.66 5.0 031 72 630 96 

40 000 333 1 0.0 034 24 1 537 83 

40000 333 10.0 034 48 20.10 90 

40000 333 10,0 034 72 22,65 94 

40 000 333 5.0 1,07 24 632 96 

40000 333 23 2.15 24 4.14 99 

40000 1.66 5.0 034 72 4,29 92 

20000 333 10.0 1.07 48 831 97 

20000 333 10.0 1,07 72 10^4 98 

20000 136 5.0 137 72 3,07 94 

PatentansprOche 

1. Makromolekulare wasscrlOslichc Verbindung als Blutersate bei LOsung odcr Suspension in Wasser, 
gekennzeichnetdnrcb die allgemeine Formel 

(PS)-X-HB. 

in der (PS) ein modiHziertes Polysaccharid darstelll, das entweder Dextran mit einem durchschnittlichen 
Molekulargewicht von etwa 20.000 bis 275^ oder Hydroxyethylstftrke mit einem durchschnittlichen 
Molekulargewicht von etwa 20U>00 bis etwa ZOOaoOO ist, HB Hftrooglobin darsteOi und X etne kovalent 
gebundene chemische Brflcke ist. die entweder durch Umsetzung von Bromacetylaminoethyl-Seitengrup- 
pen des Polysaccharids mit Mercapto-Gnippen des HSmoglobins oder durdi Umsetzung von Diaklehyd* 
Seitengruppen des Polysaccharids mit Aminogruppen des Hamoglobins gebildet isL 

2. Verfahren zur Herstellung einer makromoJekularen wasserlSslichen Verbindung gemflB Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet. daB ein Polysaccharid, das entweder Dextran mit einem durchschnittlichen Mole- 
kulargewicht von etwa 20XX)0 bis 275iX)0 oder Hydroxyethylstfirke mit einem durchschnittlichen Moleku- 
largewicht von etwa 20.000 bis etwa 2.000.000 ist. in jeweils an sich bekannter Weise chemisch modifiziert 
wird durh Embringen von Seitengruppen, die in einer Bromaceiyiaminoeihyl-Gruppe oder in Dialdehyd- 
Seitengnippen enden. die zur Umsetzung mit HSmoglobin befahigt sind. und dann das die Bromacetjlami- 
noethj^-Gruppe oder (fie Dialdehyd-Seitengruppen aufwdsende Polysaccharid mit Hamoglobm liigesetzt 
wnti und emen kovalent gebundenen Komplex bildet, wobei entweder die Bromacctylaminoethyl-Seitcn- 
gruppcn des Polysaccharids mit Mercapto-Gruppen des Hflmoglobins oder die Dialdefayd-Sdtengruppen 
des Folysaccbarids mit Aminogruppen des Hfimoglobins umgesetzt werdea 

X Mhld ziur Verwendung als Blutersatz oder Bhitstreckcr zum Verabreichcn an Menschen- oder Tierpa- 
tienten mForm emer wfiBrigen Lfisung oder oner Suspension eines wasserldslichen makromolekularcn, 
sauemomnmsportierendea Stoffes^ dadurdi gekennzeidmei, dafi der Stoff eme Verbhxlung nadi An- 
sprndi list 
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